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論 文 内 容 要 旨
【目 的 】
胎児期 の低栄養 や低 出生体重に より,成 人後 の糖 尿病,高 血圧,冠 動脈疾患 な どの成人病 の発
症率 が高 くな る とい う,「 成人病胎児期発生説(fetalprogramming)」 が疫学 的解析 か ら提 唱
され,今 日に至 るまで広 く受 け入 れ られることとな った。 一方,そ の分子機 序 に関 しては未 だに
不明 な点 が数 多 く残 され ている。本研究課題 の 目的は,母 体低栄養 が胎児期 に与 え る影響 につい
てエ ピジェネテ ィ ックな観点か ら,遺 伝子 レベルでの分 子基盤の解明 を進め るこ とにある。
【方 法 】
C57BL/6Jマ ウスを妊娠期間 中20%カ ゼイ ンで飼育 したC群,10%カ ゼ イ ンで タ ンパ ク質
を制限 したPR群,妊 娠10日 目まで10%カ ゼ イ ンでタ ンパ ク質を制限 し,11日 目か ら18日 目ま
で20%カ ゼ イ ンで飼育 したPR-C群,妊 娠10日 目まで20%カ ゼ イ ンで飼育 し,11日 目か ら18
日目まで10%カ ゼイ ンで飼育 したC-PR群,妊 娠10日 目まで20%カ ゼ イ ンで飼育 し,11日 目か
ら18日 目まで10%カ ゼ イ ンの餌 に葉酸 ビタ ミンB6,ビ タ ミンB12を 補 充 した餌で飼育 した
C-PRV群 の5群 に分 け,妊 娠18日 目に子宮切開 によ り胎 児 を娩 出 させ,胎 仔 体重 および胎盤 重
量 を計 測 した。 また,胎 仔肝臓 を摘 出 し リアル タイ ムRT-PCRを 用 いて,P1,P2お よびP3
の3つ のプロモーター特異的な 忽2遺 伝子のmRNA発 現量 について解析を行 った。バイサル ファ
イ トシ・一クエ ンス法 を用 いて,191f2遺 伝子のDNAメ チル化 の解析 を行 った。 さ らに,ク ロマチ
ン免 疫沈降法 を用 いて ピス トン修飾 の解析を行 った。
【結 果 】
PR群,PR-C群 では胎仔 体重,胎 盤重量 と もにC群 と比 して有 意な変化 を認 めなか った。興
味深 い ことに,C-PR群 特異 的に有意 な胎仔体重 の減少が認 め られ,妊 娠後期 の母体低栄養 によ
り子 宮 内胎 児発育遅 延(intrauterinegrowthrestriction,IUGR)が 誘発 され る ことが 明 らか
とな った。 さ らに,こ の子宮内胎児発育遅は,葉 酸,ビ タ ミンB6,ビ タ ミンB12を 添加 する こ
とによ り人幅 に回復 す ることを見 いだ した。19f2遺 伝子 は胎児期 の主 要な成長 因子 として知 られ
てお り,胎 仔 肝臓で はP1,P2,お よびP3の3つ の プロモー ターが機能 して いる。 そ こで,プ
ロモー ター特 異的 なmRNAの 解析 を行 った と ころ,C-PR群 ではP1由 来 の 忽2mRNAの 発
現量 がC群 と比べて約50%に 低下 していた。P2由 来 の1亙2mRNAに 関 しては,有 意 な差 を認
めなか ったが,P3由 来 のlgyc2mRNAはC群 と比 べて約75%に 低下 して いた。PR群,PR-C
群 においては,P1,P2,P3と もに有意な変化を認 めなか った。 これ らの結果か ら,P1プ ロモー
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ターか らの1亙2遺 伝子の転写抑制 は,胎 仔体重 の減 少が認 め られたC-PR群 に特有 の現象 であ
る ことが明 らか とな った。 また,C群 とC-PR群 で は19f2遺 伝子 のDNAメ チル化状 態 に有 意
な変化 を認 めなか った。 一方,C-PR群 において,P1プ ロモー ター領域で は活性化型 の ピス ト
ン修飾 で あるH3K4ト リメチル化,H4K20ト リメチル化 の低 下,お よび不 活性化型 な修 飾で
あ るH3K27ト リメチル化 の増加 を認めた。P2,P3領 域 の解析 にお いては,こ の ような ピス ト
ン修飾 の変動 は認 め られ なか った。 これ らの結果 は,C-PR群 において観察 され るP1プ ロモ ー
ター特異 的な 曾2遺 伝子の転写抑制 は,DNAメ チル化 とは独立 して,不 活性化 型の ピス トン修
飾 の過剰 な蓄積 および活性化 型の ピス トン修飾の減少 に起因 してい ることを強 く示唆す る。
【結 論 】
妊 娠期間 を通 じて蛋 白質量の制 限を行 った群で は表現型 に違 いを認 めなか ったが,妊 娠中 に蛋
白質量 を変化 させた群では,有 意に体重お よび遺伝子の発現量 に変 化 を認めた。 これ らの結果 は,
妊娠 初期か らの低栄養 には胎仔 はある程度 は適応可能であ るもの の,妊 娠 中期 における突然の栄
養環境 の変化(ミ スマ ッチ)に 胎児 が適応 出来なか った可能 性 を示 唆 してい る。 また,こ の体重
の変 化 に は19f2遺 伝子 の発 現量 の低下が深 く関わ ると考 え られ るが,そ の分子機序 の一 つ と し
て,DNAメ チル化の変化を伴わない ピス トン修飾の変化 が密接 に関与 す ることを示 してい る。
以上 の ことか ら,母 体低栄養 に よる子宮 内胎児発育遅延 には,19tT2遺 伝子 のエ ピジェネテ ィック
な不活性 化が深 く関わ ることが示唆 され,ヒ トの成人病 胎児 期発生説 を考 え る上 で も大 変 に貴重
な知見 とな ると考え られた。 さ らに,葉 酸,ビ タ ミンB6,ビ タ ミンB12の 添加 によ り子 宮内胎
児発育遅 が回復す ることか ら,エ ピジェネテ ィクスの視 点に立 った予防法 や治療 法の学際的な開
発 研究 な らびに新 しい母子 カウ ンセ リングシステムの構築 に寄 与す る可能性 が示 唆 された。
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審 査 結 果 の 要 旨
妊 娠中の母体低 栄養や低 出生体重が,成 人後 の糖尿病 や高血圧な どの生活習慣 病発症 に深 く関
与 す る可能性 が考 え られ ている。
本 研究 では妊娠中 のマウスを用い,低 タンパ ク食な どを給餌す る ことによ り,胎 仔体重 や遺伝
子発現,さ らにDNAの メチル化や ピス トン修飾な ど,母 体 の栄養状態が与 え るエ ピジェネテ ィッ
クな効果 につ いて遺伝子 レベ ルでの検討を行 った。 また,低 タ ンパ ク食 に ビタ ミン補充 を行 い,
その効果 の検 討を進 めた。
全妊娠期 間を通 じ摂取 蛋白質量を半減 させた群,お よび,妊 娠期 の前 期に おいてのみ低 タンパ
ク食 を給餌 した群 においては,胎 仔体重や胎盤重 量 につ いて,通 常 食を給餌 したコ ン トロール群
と比較 して も,顕 著 な変動 が認 め られないことが明 らか にな った。一 方,妊 娠期 間の後期 に特異
的 に低 タ ンパ ク食 を給餌 した群 においては,有 意 な胎仔体重 の減少 が認 め られ,妊 娠後期の母体
低栄養 に よ り子宮 内胎 児発育遅延が誘発され るこ とを見 いだ した。 さ らに,エ ピジェネテ ィ ック
な効果 を有す る可能性 が指摘 されて いる葉酸な どの ビタ ミンを補充す ることによ り,子 宮 内胎児
発育知見 が大幅 に回復 す ることを明 らかに した。
また,妊 娠後期 にお ける低 タンパ ク食によ り,遺 伝子発現 にどの よ うな影響 を及 ぼ しうるのか
につ いて,と りわ け胎児期 の主要 な成長因子で あるIgf2遺 伝子 の胎 仔肝臓 にお け る遺 伝子発現
に着 目 して詳 細 な解 析 を進 めた。 その結果,と りわけ プロモーターP1由 来のmRNA量 が コン
トロール群 と比較 して,約50%に 低下 してい るこ とを見 いだ した。 これ に対 し,そ の他 の2つ
のプ ロモ ーターであ るP2お よびP3か らの遺伝子 発現 には,顕 著 な変動 は認 め られ なか った。
ま た,こ の遺伝子 発現 の低下 は,Igf2遺 伝 子 のDNAメ チル化 ではな く,プ ロモー ター特異
的な ピス トン修飾 と深 く相関す ることを示唆す る ことを見 いだ した。 つま り,低 タ ンパ ク食 によ
り,DNAメ チル化 レベルの変動 は誘発 されなか ったのに対 し,低 体重 を呈 した胎 仔肝臓 におい
て は,P1プ ロモー ター特異 的に,活 性化型の ヒス トンメチル化 の低下,お よび,不 活性化型 の
ヒス トンメチル化 の増 加が認め られることを明 らか とした。 これ は,低 タ ンパ ク食 によ りP1プ
ロモ ータ・一か らのIgf2遺 伝子の発現 が低下す る事実 とよ く相 関 してい る。
本研究 によ り,母 体低栄養 に起因す る子宮内発育遅延 には,エ ピジェネテ ィックな ピス トン修
飾 の変動 を伴 ったIgf2遺 伝子 の不活性化が深 く関与 す る可能性 が示唆 された。 と りわ け,現 在
まで,DNAメ チル化 については解析が進 められ てい る もの の,本 研究か ら低 タ ンパ ク食が遺伝
子の ピス トン修飾 に影響 を及 ぼ しうる可能性を示唆 してお り,大 変 に興味深 い。 さ らに,ビ タ ミ
ン添加 によ り子宮 内胎児発育遅延が回復す ることか ら,新 しい視点 に立 った予 防や治療法な どの
開発 の端緒 にな るこ とを期待 して いる。
本論文 は,妊 娠期 にお ける低栄養 に起 因す る子宮 内胎 児発 育遅延 の分子機序 のみな らず,そ の
予防 や治療法 に迫 りうるものであ り,博 士(医 学)の 学位論 文 と して合格 と認 め る。
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